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La presente invention est relative a de nouvelles applications de 
peptides issus du domaine cytoplasmique du precurseur de la proteine amyloide 
(BAPP). 

Le precurseur de la proteine amyloide (3APP est une proteine de 
fonction inconnue, dont la forme neuronale comporte 695 acides amines ; elle 
presente un seul domaine transmembranaire et un court domaine cytoplasmique de 47 
acides amines, represents dans la liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID 
NO :1. 

La maladie d' Alzheimer est un desordre neurodegeneratif qui afFecte 
de 1 a 6 % de la population agee de plus de 65 ans. L'une de ses caracteristiques est la 
presence de plaques seniles qui contiennent du p-amyloi'de (BA4), produit toxique 
derive du BAPP et constitue de peptides de 39 a 42 acides amines, engendres par 
clivage du BAPP par deux proteases la B et la y secretase. Par ailleurs, une troisieme 
enzyme, dite a secretase clive le BAPP entre les sites B et y rendant done impossible la 
formation du BA4 suppose pathogene. Aucune de ces secretases n'a ete identifiee a ce 
jour, meme si des suspicions legitimes pesent sur la proteine PS1 (produit du gene 
Presenilin-1, mute dans des formes familiales de la maladie d'Alzheimer). En effet, 
PS1 pourrait etre soit la y secretase soit un de ses co-facteurs. Enfin, d'autres sites de 
clivage existent dans le domaine C-terminal dont le site des caspases (N. Barnes et aL, 
J. Neuroscience, 1998, 18, 15, 5869-5880), entre les residus aspartate et alanine de la 
SEQ ID NO:l (positions 15 et 16). II reste que les mecanismes responsables de la 
toxicite du BA4 ne sont pas connus et que la relation entre la presence du BA4 dans les 
plaques et la pathologie n'est pas elucidee. II est probable que d'autres facteurs et/ou 
d'autres domaines de la molecule entrent egalement en jeu. 

C'est la raison pour laquelle de nombreuses etudes ont essaye 
d'etablir le role physiologique et/ou physiopathologique du BAPP et des differents 
prodxrits de son metabolisme. En effet, le ligand physiologique - s'il existe - du 
domaine N-terminal n'a pas ete identifie et les voies de signalisation sont encore mal 
definies. Une des strategies d'acces a Tanalyse de ces voies de signalisation est 
V identification de partenaires moleculaires du domaine cytoplasmique. 

Le domaine cytoplasmique du SAPP ainsi que differents peptides 
issus de ce domaine cytoplasmique ont en particulier ete etudies : 



- les sequences YTSI, KKKQYTSIHHGWEV (SEQ ID NO :8), 
GYENPTY (SEQ ED NO :9) et NPTY ont ete identifies comme des signaux 
d'internalisation ; de maniere plus precise, elles sont considerees comme des 
sequences de transcytose du BAPP entre les compartiments basolateral et apical des 

5 cellules epitheliales MDCK (Haass et al., J. Cell Biol., 1995, 128, 4, 537-547 ; Lai et 
al., J. Biol. Chem., 1995, 270, 8, 3565-3573 ; Lai et al., J. Biol. Chem., 1998, 273, 6, 
3732-3739) ; 

- le domaine cytoplasmique C-terminal (APP-Cter) a ete identifie 

comme : 

10 . intervenant dans la regulation de Tactivite GTPasique de la sous- 

unite ao de la proteine G heterotrimerique (Brouillet et al ., J. Neuroscience, 1999, 19, 
5, 1717-1727); 

. interagissant avec plusieurs proteines : Pat-1 interagit avec le 
domaine juxtamembranaire (KKKQYTSEHHG) et avec le domaine C-terminal 

15 complet et interviendrait dans le transport d'APP le long des microtubules, vers la 
surface cellulaire (Zheng et al., PNAS, 1998, 95, 14745-14750) ; la sous-unite ao de 
la proteine G heterotrimerique interagit avec la region mediane dudit domaine cyto- 
plasmique C-terminal, au niveau du double d'histidines (HH) (Nishimoto et al., 
Nature, 1993, 362, 75-79) et la proteine Fe65 avec la region la plus distale du domaine 

20 . APP-Cter (Fiore et al., J. Biol. Chem., 1995, 270, 52, 30853-30856). 

Ces differents resultats montrent la complexity des mecanismes dans 
lesquels le precurseur de la proteine amylo'ide (BAPP) est impliquee. 

Les Inventeurs ont maintenant montre, que de maniere surprenante, 
des peptides comprenant le domaine juxtamembranaire du domaine cytoplasmique du 

25 precurseur de la proteine amylo'ide (BAPP), presentent, apres internalisation dans des 
cellules, une activite apoptotique. 

La presente invention a pour objet des peptides, caracterises en ce 
qu'ils sont constitues par des sequences incluant le domaine juxtamembranaire du 
domaine cytoplasmique du precurseur de la proteine amylo'ide (BAPP) (code une 

30 lettre), selectionnees dans le groupe constitue par les sequences YiKQYTSEHHGYo 
(SEQ ID NO :2) 7 YiKKQYTSIHHGYo (SEQ ID NO :3) et Y l KKKQYTSfflHGY 0 
(SEQ ID NO :4), dans lesquelles Y 0 est nul ou represente V, W, WE WEV ou 



WEVD et Yi represente un peptide d'intemalisation et d'adressage issu de la 3*™ 
helice des homeodomaines et de peptides structurellement apparentes et repond de 
preference a la sequence X 1 X2X3X4X5X7X7X8X9XioX u X 1 2Xi3Xi4Xi 5 Xi6, dans 
laquelle Xi, X2, X3, X4, Xs, Xi t Xg, X9, X10, Xu, X12, Xu, Xu, X15, X\e representent 
5 chacun un acide a-amine, 6 & 10 d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et Xe 
representant un tryptophane. 

Parmi les sequences Yi preferees, on peut citer la sequence 
KQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:5). 

Les peptides X l X2X 3 X4X5X 7 X 7 XsX9XioXnX l2 X u X lA Xx 5 Xx 6 ont 
10 notamment ete decrits dans la Demande Internationale WO 97/12912. 

Les peptides selon Finvention provoquent Fapoptose des cellules 
dans lesquelles ils sont internalises et peuvent avantageusement etre utilises pour 
selectionner et cribler des produits aptes a inhiber Tapoptose cellulaire. 

La presente invention a done egalement pour objet Tutilisation d'un 
15 peptide comprenant le domaine juxtamembranaire du domaine cytoplasmique du 
precursexir de la proteine amyloi'de (BAPP), pour la selection et le criblage de produits 
aptes a inhiber Fapoptose. 

Conformement a ladite utilisation, ledit peptide est selectionnS dans 
le groupe constitue par les sequences (code une lettre) Y1KQYTSIHHGY0 (SEQ ID 
20 NO:2) 7 Yi KKQ YTSIHHGYo (SEQ ID NO:3) et Y,KKKQYTSfflHGY 0 (SEQ ID 
NO:4), dans lesquelles Y 0 est nul ou represente V, W, WE WEV ou WEVD et Yi 
est nul ou represente un peptide d'intemalisation et d'adressage issu de la 3*™ helice 
des homeodomaines et de peptides structurellement apparentes et repond de prefe- 
rence a la sequence X l X2X3X4X5X7X7X8X 9 XioXiiXi2Xi3X l 4X l 5Xi 6 , dans laquelle Xi, 
25 X 2 , X3, X4, X5, Xa, X7, Xg, X 9f Xio, Xu, X12, Xn f X14, X\$ t X\6 representent chacun un 
acide a-amine, 6 a 10 d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et X6 represen- 
tant un tryptophane. 

Le peptide de SEQ ID NO:2 dans laquelle Yi est nul et Y 0 est nul est 
denomme peptide G (voir egalement figure 1). 
30 La presente invention a egalement pour objet Tutilisation de 

cellules, dans lesquelles un peptide tel que defini ci-dessus a ete internalise, pour la 
selection et le criblage de produits aptes a inhiber l'apoptose. 
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La presente invention a egalement pour objet unj procede de criblage 
et de selection de produits aptes a inhiber Fapoptose, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- la mise en contact de Finhibiteur potentiel avec une cellule dans 
5 laquelle un peptide tel que defini ci-dessus a ete internalise et 

- la mesure du clivage de l'ADN ou de Factine. 

La presente invention a en outre pour objet Futilisation d'un peptide 
tel que defini ci-dessus, pour la preparation d'un medicament anti-cancereux. 

L'invention sera mieux comprise a Faide des figures annexees dans 

10 lesquelles : 

- la figure 1 represente la sequence du domaine cytoplasmique du 
precurseur de la proteine amylolde (PAPP), 

- la figure 2 represente la quantification du clivage de l'ADN par la 
technique tunel 24 h apres internalisation des peptides, 

15 - la figure 3 represente la quantification du clivage de Factine par la 

caspase 3 a Faide de Fanticorps anti-fractine, 

- la figure 4 represente Fimage confocale d'un neurone apres 24 h 
d'intemalisation du peptide G (concentration IX) montrant dans le meme plan le 
clivage de Factine par la caspase 3 (revele par un anticorps anti-fractin) et le clivage 

20 de FADN (revele par le marquage tunel). 
EXEMPLE : 

- Preparation des peptides 

On utilise le vecteur VI (Penetratine = KQIKIWFQNRRMKWKK) 
(SEQ ID NO:5) comme peptide d'intemalisation qui, apres fusion genetique ou 
25 chimique a un cargo, permet sa translocation a travers la membrane plasmique et son 
adressage cytoplasmique et nucleaire. 

Plusieurs peptides ont ainsi ete prepares : 

. SEQ ID NO:5 + domaine cytoplasmique entier du pAPP (SEQ ID 

NO :1). 

30 . YiKKKQYTSIHHGYo : SEQ ID NO :4 dans laquelle Y 0 est nul 

et Yi represente la SEQ ID NO:5 ; la partie en gras correspond au peptide G de la 
figure 1 (=SEQ ID NO :4 dans laquelle Y 0 est nul et Yi est nul). 



. YiKQYTSIHHGYo : SEQ ID NO :2 dans laquelle Y 0 est mil et Yi 
represente la SEQ ED NO: 5 ; la partie en gras correspond au peptide G de la figure 1 
(=SEQ ID NO :2 dans laquelle Y 0 est nul et Yi est nul). 

. Y1KKQYTSIHHGY0 : SEQ ID NO :3 dans laquelle Y 0 est nul et 
Yi represente la SEQ ID NO:5 ; la partie en gras correspond au peptide G de la figure 
1 (= SEQ ID NO :2 dans laquelle Y 0 est nul et Yi est nul). 

. SEQ ID NO:5 + domaine E (VDAAVTPEE, SEQ ID NO:6), 
souligne dans la sequence selon la figure 1 . 

. SEQ ID NO:5 + domaine H (NGYENPTYK, SEQ ID NO:7), 
souligne dans la sequence selon la figure 1 . 

Notons que, dans la mesure ou les 2 derniers acides amines de la 
sequence SEQ ID NO :5 sont des lysines (KK), le peptide G (KQYTSIHHG) se 
trouve artificiellement rallonge de 2 acides amines. 

- Internalisation desdits peptides dans des neurones 

Les conditions d'internalisation sont les memes que celles decrites 
dans la Demande intemationale WO 97/12912. 

- Resultats 

L'internalisation du domaine C-ter entier (APP-Cter) n'est pas 
toxique mais a, cependant, un effet negatif sur la croissance neuritique. 
L'internalisation des peptides E et H est sans effet alors que celle du peptide G, a des 
concentrations inferieures au p.M reproduit les effets du domaine C-terminal intact. 

Le resultat le plus interessant est que le peptide G, a des concentra- 
tions de Tordre de 1 a 1,5 \iM entraine la mort des neurones et que cette mort corres- 
pond a un processus apoptotique, done regule. 

Le caractere apoptotique de la mort provoquee par l'intemalisation 
du peptide G est demontre par la fragmentation de TADN, mise en evidence par la 
methode dite «TUNEL» (figure 2), et par Tactivation des caspases (figure 3). 
L'activation des caspases est demontree par Tapparition de formes clivees de l'actine 
et par le blocage de Tapoptose par des inhibiteurs de caspase a large spectre d'activite 
comme le ZVAD. 

La figure 2 illustre la quantification du clivage de TADN par la 
technique tunel 24H apres internalisation des peptides. Les peptides ont ete intemali- 



ses a 2 concentrations (IX et 2X) en presence ou en absence du ZVAD, un inhibiteur 
des caspases 1, 3, 4, 7. Chaque condition a ete testee en triplicate. Le pourcentage de 
cellules positives a ete evalue apres 24H, par comptage d'environ 1 000 cellules par 
puits. Le graphe indique une augmentation significative du clivage de l'ADN en 
5 presence du peptide G seul (concentration IX : pO.OOOl ; concentration 2X : 
p<0.0001) et du peptide Gcasp (KKKQYTSIHHGWEVD) (SEQ ID NO:4 dans 
laquelle Y 0 = WEVD et Y\ = SEQ ID NO:5) (concentration IX : pO.OOOl). Le 
ZVAD inhibe cette augmentation du clivage. 

La figure 3 illustre la quantification du clivage de l'actine par la 

10 caspase 3 a l'aide de l'anticorps anti-fractine, par immunocytochimie apres fixation 
des cellules au paraformaldehyde (F. Yang et aL, Am. J. Pathol., 1998, 152, 2, 379- 
389). L'anticorps anti-fractine reconnait specifiquement l'actine clivee par la caspase 
3. Le pourcentage de neurones positifs pour la fractine a ete determine apres 24H 
d'internalisation des peptides, par comptage d'environ 1 000 cellules par puits en 

15 triplicate. En presence des peptides G (KQYTSIHHG = SEQ ID NO :2 dans laquelle 
Yi represente un peptide d'internalisation et d'adressage, tel que defini ci-dessus et Y 0 
est nul) (IX et 2X) et Gcasp (KKKQYTSIHHGWEVD= SEQ ID NO :4 dans 
laquelle Yi represente un peptide d'internalisation et d'adressage, tel que defini ci- 
dessus et Y 0 WEVD) (IX), il existe une augmentation significative du clivage par 

20 l'actine (G1X : p<0.0003 ; G2X : pO.OOOl ; GcasplX : pO.OOOl). Le ZVAD seul 
inhibe tout clivage endogene des neurones par la caspase 3 et inhibe significativement 
T augmentation de ce clivage par G1X, G2X et GcasplX 
(G1X/ZVADG1X : p<0.0001 ; G2X/ZVADG2X : pO.OOOl ; Gcasp/ZVADGcasp : 
pO.OOOl), meme si l'inhibition n'est pas totale. 

25 La figure 4 represente une image confocale d'un neurone apres 24 

heures d'internalisation du peptide G (concentration IX) montrant dans le meme plan 
le clivage de l'actine par la caspase (revele par un anticorps anti-fractin) et le clivage 
de 1'ADN (revele par le marquage tunel). 

Dans la mesure ou le peptide G correspond a un signal de transcy- 

30 tose et comprend un residu tyrosine (Y), le peptide a egalement ete internalise soit 
apres phosphorylation de cette tyrosine (Y -P) soit apres sa substitution par une alanine 
(Y-*A) ou une aspartate (Y-*D). Les deux substitutions abolissent totalement les 



effets physiologiques de G alors que la phosphorylation les amenuise sans les abolir. 
Dans la mesure ou Y-+D mime tine phosphorylation on peut proposer comme hypo- 
these parcimonieuse que la tyrosine est necessaire, mais que sa phosphorylation ne 
Test probablement pas. L'effet intermediate de Y-P etant alors explicable par la 
desphosphorylation du peptide dans la cellule. On ne peut cependant pas exclure que 
la phosphorylation est necessaire mais que la substitution Y-*D n'est pas suffisante 
pour la rnimer. 

Les Inventeurs ont done bien montre le caractere pro-apoptotique du 
peptide G internalise grace a sa liaison au vecteur VI. 

Une telle propriete est d'interet pour les raisons suivantes : 

1. Le domaine C-terminal entier n'est pas pro-apoptotique 

2. II existe un site de clivage par les caspases entre les residus 
aspartate (D) et alanine (A) marques en gras dans la sequence de l'APP-Cter (figure 
1). 

On peut done emettre Thypothese que le clivage entre D et A 
demasque une sequence KKKQYTSIHHGVVEVD (= SEQ ID NO :4 dans laquelle 
Y x est nul est Y 0 represente WEVD) a activite apoptotique. Ceci est particulierement 
important car cela met en evidence un mecanisme implique dans la perte neuronale 
qui accompagne des demences de type Alzheimer. 

Avoir identifie un peptide derive du 6APP correspondant a un 
domaine, normalement expose apres clivage in vivo et capable de provoquer Tentree 
des cellules en apoptose, a comme premier avantage de proposer un mecanisme origi- 
nal susceptible d'eclairer certains aspects de la pathologie d' Alzheimer et done de 
decouvrir des voies therapeutiques nouvelles (mise au point d'inhibiteurs). 

Par ailleurs la liaison de la sequence G au vecteur VI permet de 
fabriquer un peptide qui, une fois internalise par les neurones en culture, provoque 
leur apoptose. Du fait des proprietes de VI, l'entree se fait dans 100% des cellules 
quel que soit leur degre de maturation in vitro et ces cellules sont normales (cultures 
primaires). 

Des applications in vivo, avec perfusion du peptide a Taide de mini- 
pompes, sont aussi possibles. 
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A partir de la, ce systeme constitue un test rapide et simple pour 
cribler des bibliotheques de produits agissant specifiquement sur la mort apoptotique 
induite par ce peptide et inoffensif sur d'autres modules d'apoptose. 

L 'identification de telles substances est done tres utile pour la mise 
au point de traitements de Tapoptose accompagnant la maladie d'Alzheimer. 



REVINDICATIONS 

1°) Peptides, caracterises en ce qu'ils sont constitues par des 
sequences incluant le domaine juxtamembranaire du domaine cytoplasmique du 
precurseur de la proteine amyloide (BAPP) (code une lettre), selectionnees dans le 
groupe constitue par les sequences Y1KQYTSIHHGY0 (SEQ ID NO :2), 
Y1KKQYTSIHHGY0 (SEQ ID NO :3) et Y1KKKQYTSIHHGY0 (SEQ ID NO :4), 
dans lesquelles Y 0 est nul ou represente V, W, WE WEV ou WEVD et Yi repre- 
sente un peptide d'internalisation et d'adressage, issu de la 3* me helice des homeo- 
domaines et de peptides structurellement apparentes. 

2°) Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
peptide d'internalisation et d'adressage repond a la sequence 
X l X2X3X4X5X7X7X 8 X9X 1 oX n X l 2Xi3Xi4X 15 X 1 6, dans laquelle Xi, X 2 , X 3 , X4, X 5 , X<>, 
X 7 , X 8 , X 9 , Xio, Xi 1, Xn, X13, X14, Xi 5> Xi6 representent chacun un acide ct-amine, 6 a 10 
d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et X6 representant un tryptophane. 

3°) Peptides selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rises en ce que la sequence Yi correspond a la sequence KQIKIWFQNRRMKWKK 
(SEQ ID NO :5). 

4°) Utilisation d'un peptide comprenant le domaine juxtamembra- 
naire du domaine cytoplasmique du precurseur de la proteine amyloide (BAPP), pour 
la selection et le criblage de produits aptes a inhiber Tapoptose. 

5°) Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
peptide est selectionne dans le groupe constitue par les sequences (code une lettre) 
Y1KQYTSIHHGY0 (SEQ ID NO:2), Y1KKQYTSIHHGY0 (SEQ ED NO :3) et 
Y1KKKQYTSIHHGY0 (SEQ ID NO :4), dans lesquelles Y 0 est nul ou represente V, 
W, WE WEV ou WEVD et Yj est nul ou represente un peptide d'intemalisation 
et d'adressage, issu de la 3 ime helice des homeodomaines et de peptides structurelle- 
ment apparentes. 

6°) Utilisation selon la revendication 4 ou la revendication 5, carac- 
terisee en ce que ledit peptide d'intemalisation repond a la sequence 
X1X2X3X4X5X7X7X8X9X10X11X12X13X14X15X16, dans laquelle Xi f X 2> X 3 , X4, X 5 , X6, 
X 7 , Xg, X 9> Xio, Xi i t X 12f X13, X14, X15, Xi6 representent chacun un acide ct-amine, 6 a 10 
d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et X$ representant un tryptophane. 
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7°) Utilisation de cellules, dans lesquelles un peptide tel que defini a 
la revendication 4, 5 ou 6, a ete internalise, pour la selection et le criblage de produits 
aptes a inhiber Tapoptose. 

8°) Precede de criblage et de selection de produits aptes k inhiber 
5 Tapoptose, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de l'inhibiteur potentiel avec une cellule dans 
laquelle un peptide tel que defini a la revendication 4, 5 ou 6, a ete internalise et 

- la mesure du clivage de l'ADN ou de Tactine. 

9°) Utilisation d'un peptide tel que defini tel que defini a la revendi- 
10 cation 4, 5 ou 6, pour la preparation d'un medicament anti-cancereux. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE -CNRS 

<120> NOUVELLES APPLICATIONS DE PEPTIDES ISSUS DU DOMAINE 
CYTOPLASMIQUE DU PRECURSEUR DE LA PROTEINE AMYLOIDE. 

<130> BLOcp64 4FR4 5 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> i 

<211> 47 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Lys Lys Lys Gin Tyr Thr Ser lie His His Gly Val Val Glu Val Asp 
1 5 10 15 

Ala Ala Val Thr Pro Glu Glu Arg His Leu Ser Lys Met Gin Gin Asn 
20 25 30 

Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr Lys Pro Pro Glu Gin Met Gin Asn 
35 40 45 



<210> 2 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Yl Lys Gin Tyr Thr Ser lie His His Gly Y0 
1 5 



<210> 3 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Yl Lys Lys Gin Tyr Thr Ser lie His His Gly Y0 
15 10 



<210> 4 
<211> 11 
<212> PRT 
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<213> Homo 



sapiens 



<400> 4 
Yl Lys Lys 
1 



Lys Gin Tyr Thr Ser He His His Gly YO 
5 10 



<210> 5 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

Lys Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 



<210> 6 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

Val Asp Ala Ala Val Thr Pro Glu Glu 
1 5 



<210> 7 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 7 

Asn Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr Lys 
1 5 



<210> 8 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 8 

Lys Lys Lys Gin Tyr Thr Ser He His His Gly Val Val Glu Val 
15 10 15 



<210> 9 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 9 
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Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr 
1 5 
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WEVD et Yi represente un peptide d'intemalisation et d'adressage issu de la 3* me 
helice des homeodomaines et de peptides structurellement apparentes et repond de 
preference a la sequence XiX2X3X4X 5 X6X 7 X8X9XioXuXi2Xi3Xi4Xi5Xi6, dans 
laquelle Xi, X 2 , X 3 , X4. X 5 , X 6 , X 7> X 8 , X 9 , X l0 , X u . Xi 2 . X 13 , Xu, X, 5f X i6 representent 
5 chacun un acide cc-amine, 6 a 10 d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et X6 
representant un tryptophane. 

Parmi les sequences Yi preferees, on peut citer la sequence 
KQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:5). 

Les peptides X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10XUX12X13X14X15X16 ont 
10 notamment ete decrits dans la Demande Internationale WO 97/12912. 

Les peptides selon F invention provoquent Tapoptose des cellules 
dans lesquelles ils sont internalises et peuvent avantageusement etre utilises pour 
selectionner et cribler des produits aptes a inhiber l'apoptose cellulaire. 

La presente invention a done egalement pour objet l'utilisation d'un 
15 peptide comprenant le domaine juxtamembranaire du domaine cytoplasmique du 
precurseur de la proteine amylolde (BAPP), pour la selection et le criblage de produits 
aptes a inhiber Tapoptose. 

Conformement a ladite utilisation, ledit peptide est selectionne dans 
le groupe constitue par les sequences (code une lettre) YiKQYTSIHHGYo (SEQ ID 
20 NO:2), YjKKQYTSIHHGYo (SEQ ID NO:3) et Y 1 KKKQ YTSIHHG Yo (SEQ ID 
NO:4), dans lesquelles Y 0 est nul ou represente V, W, WE WEV ou WEVD et Yi 
est nul ou represente un peptide d'internalisation et d'adressage issu de la 3 cmc helice 
des homeodomaines et de peptides structurellement apparentes et repond de prefe- 
rence a la sequence X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X1 1X12X13X14X15X16, dans laquelle Xi, 
25 X2, X 3 , X4, X 5f X6, X 7f X 8> X9, Xio. Xu, X12, Xi 3t Xu, X15, X16 representent chacun un 
acide a-amine, 6 a 10 d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et X& represen- 
tant un tryptophane. 

Le peptide de SEQ ID NO:2 dans laquelle Yi est nul et Yo est nul est 
denomme peptide G (voir egalement figure 1). 
30 La presente invention a egalement pour objet Tutilisation de 

cellules, dans lesquelles un peptide tel que defini ci-dessus a ete internalise, pour la 
selection et le criblage de produits aptes a inhiber l'apoptose. 
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REVEIVDTCATTONS 

1°) Peptides, caracterises en ce qu'ils sont constitues par des 
sequences incluant le domaine juxtamembranaire du domaine cytoplasniique du 
precurseur de la proteine amylofde (RAP?) (code une lettre), selectionnees dans le 
groupe constitue par les sequences YiKQYTSIHHGYo (SEQ ID NO:2), 
Y1KKQYTSEHHGY0 (SEQ ID NO :3) et Y i KKKQ YT SIHHG Yo (SEQ ID NO :4), 
dans lesquelles Y 0 est nul ou represente V, W, WE WEV ou WEVD et Y { repre- 
sente un peptide d'internalisation et d'adressage, issu de la 3 6mc helice des homeo- 
domaines et de peptides structurellement apparentes. 

2°) Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
peptide d'internalisation et d'adressage repond a la sequence 
XiX2X3X4X5X6X7X8X 9 X l oXnXi2Xi3Xi4X,5X l 6, dans laquelle X, t X 2 , X 3 , X4, X 5 , Xs, 
X7, X 8t X9, Xio, X u> Xi2, X 13> Xi4, X I5> Xi6 representent chacun un acide ct-amine, 6 a 10 
d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et Xs representant un tryptophane. 

3°) Peptides selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rises en ce que la sequence Yi correspond a la sequence KQIKTVVTQNRRMKWK^ 
(SEQ ID NO :5). 

4°) Utilisation d'un peptide comprenant le domaine juxtamembra- 
naire du domaine cytoplasmique du precurseur de la proteine amyloi'de (fiAPP), pour 
la selection et le criblage de produits aptes a inhiber Papoptose. 

5°) Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
peptide est selectionne dans le groupe constitue par les sequences (code une lettre) 
YiKQYTSIHHGYo (SEQ ID NO :2), Y1KKQYTSIHHGY0 (SEQ ID NO :3) et 
Y1KKKQYTSIHHGY0 (SEQ ID NO :4), dans lesquelles Y 0 est nul ou represente V, 
W, WE WEV ou WEVD et Yj est nul ou represente un peptide d'internalisation 
et d'adressage, issu de la 3 emc helice des homeodomaines et de peptides structurelle- 
ment apparentes. 

6°) Utilisation selon la revendication 4 ou la revendication 5, carac- 
terisee en ce que ledit peptide d'internalisation repond a la sequence 
X 1 X2X3X4X5X6X7X8X 9 XioXnX l2 X I 3X 1 4Xi5X 1 6, dans laquelle Xi. X 2 , X 3f X4. X 5 . X 6 , 
Xy.Xg.X^Xio.Xu.Xu.Xu.Xu.Xis.X^ representent chacun un acide a-amine, 6 a 10 
d'entre lesdits acides amines etant hydrophobes et X6 representant un tryptophane. 
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7°) Utilisation de cellules, dans lesquelles un peptide tel que defini a 
la revendication 4, 5 ou 6, a ete internalise, pour la selection et le criblage de produits 
aptes a inhiber l'apoptose. 

8°) Procede de criblage et de selection de produits aptes a inhiber 
5 Fapoptose, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de l'inhibiteur potentiel avec une cellule dans 
laquelle un peptide tel que defini a la revendication 4, 5 ou 6, a ete internalise et 

- la mesure du clivage de V ADN ou de l'actine. 

9°) Utilisation d'un peptide tel que defini a la revendication 4, 5 ou 
10 6, pour la preparation d'un medicament anti-cancereux. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE -CNRS 

<12 0> NOUVELLES APPLICATIONS DE PEPTIDES ISSUS DU DOMAINE 
CYTOPLASM I QUE DU PRECURSEUR DE LA PROTEINE AMYLOIDE. 

<130> BLOcp644FR45 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 47 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Lys Lys Lys Gin Tyr Thr Ser lie His His Gly Val Val Glu Val Asp 
1 5 io 15 

Ala Ala Val Thr Pro Glu Glu Arg His Leu Ser Lys Met Gin Gin Asn 
20 25 * 30 

Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr Lys Pro Pro Glu Gin Met Gin Asn 
35 40 45 



<210> 2 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Yl Lys Gin Tyr Thr Ser lie His His Gly Y0 
1 5 



<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

Yl Lys Lys Gin Tyr Thr Ser lie His His Gly Y0 
15 10 



<210> 4 
<211> 11 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
<400> 4 

Yl Lys Lys Lys Gin Tyr Thr Ser lie His His Gly YO 
15 10 



<210> 5 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

Lys Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 



<210> 6 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Val Asp Ala Ala Val Thr Pro Glu Glu 
1 5 



<210> 7 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

Asn Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr Lys 
1 5 



<210> 8 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Lys Lys Lys Gin Tyr Thr Ser He His His Gly Val Val Glu Val 
15 10 15 



<210> 9 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 9 



1/4 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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